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(54) Title: METHOD FOR THE PRODUCTION OF PHENYLALANINE DERIVATIVES 

iH 

^ (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON PHENYL ALANIN-DERTVATEN 

(57) Abstract: The invention relates to an improved method for the production of 3-amidino- or 3-guanidinophenylalanine dcriva- 
<0 tives, especially triisopropylphenyl-sulfonyl-substituted 3-amidino- or 3-guanidinophenylalanine derivatives. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft cin verbessertcs Verfahren zur Herstellung von 3- Amidino- odcr 3-Guanidinophe- 
£^ nylalanin-Derivaten, insbesondere von Triisopropylphenyl-sulfonyl-substituierten 3-Amidino- oder 3-Guanidinophenylalanin-Deri- 
vaten. 
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Verfahren zur Herstellung von Phenylalanin-Derivaten 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein verbessertes Verfahren zur Herstellung von 3- 
Amidino- oder 3-Guanidinophenylalanin-Derivaten, insbesondere von Triiso- 
propylphenyl-sulfonyl-substituierten 3-Amidino- oder 3-Guanidino-phenyl- 
alanin-Derivaten. 

Die Herstellung von 3-Amidinophenylalanin-Derivaten, insbesondere von 
Na-(2 f 4 f 6-Triisopropyl-phenylsulfonyl)-3-amidino-(L)-phenylalanin-4-ethoxy- 
carbonyl-piperazid (WX-UK1) und deren Verwendung als Urokinase-lnhibi- 
toren ist beispielsweise in CH-A-6 89 611, WO 00/04954 und WO 
00/1 71 58 sowie in der Publikation Sturzebecher et al. .(Bioorg. Med. Chem. 
Let, 9 (1999), 3147-3152) beschrieben. DE 102 25 876.7 beschreibt die 
Herstellung von Guanidinophenylalanin-Derivaten als Urokinaseinhibitoren. 
Die dort verwendeten Syntheseverfahren sind im Laborma&stab ohne 
Weiteres nachvollziehbar 7 fur industrielle Anwendungen jedoch zu auf- 
wandig und zu teuer. Insbesondere die Synthese der Vorstufe 2,4,6-Triiso- 
propylphenylsulfonyl (TIPPS)-(L)-3-cyanophenylalanin durch Reaktion von 
(L)-3-Cyanophenyl-alanin und TIPPS-CI ist problematisch. Diese Reaktion 
liefert im Allgemeinen relativ geringe Produktausbeuten von maximal 45 %, 
da 53 % hydrolisiertes TIPPS-OH als unerwCinschtes Nebenprodukt an- 
fallen. Zusatzlich kann das erwunschte Reaktionsprodukt nur uber auf- 
wandige Chromatografieverfahren vom Nebenprodukt getrennt werden. Ein 
weiteres Problem besteht darin, dass kein kostengunstiges Verfahren zur 
Herstellung des als Ausgangsmaterial verwendeten 3-Cyanophenylalanins 
bekannt war. 
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Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand darin, die Nachteile des 
aus dem Stand der Technik bekannten Syntheseverfahrens mindestens 
teilweise zu uberwinden. 

Diese Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur Herstellung von 3- 
Amidino- oder 3-Guanidinophenylalanin-Derivaten, umfassend eine Oder 
mehrere der folgenden MaSnahmen: 

(a) Verwendung von 3-Cyanobenzylbromid als Ausgangsmaterial, das 
mit einem N-geschutzten Aminomalonsaurediester zu einem N-ge- 
schutzten Cyanophenylalanin umgesetzt wird; 

(b) Aufarbeitung des Produkts aus der Reaktion von 3-Cyanophenyl- 
alanin und einem gegebenenfalls substituierten Phenylsulfonyl- 
halogenid, insbesondere 2,4,6-Triisopropyl-phenylsulfonyl (TIPPS)- 
halogenid, in einem wassrigen Medium; 

(c) Umsetzung eines N-geschutzten 3-Cyanophenylalanins mit einem 
Piperazinderivat unter Bildung eines N-geschutzten 3-Cyanophenyl- 
alanin-piperazids und dessen anschlieSende Umsetzung mit einem 
gegebenenfalls substituierten Phenylsulfonylhalogenid, insbesondere 
einem TIPPS-halogenid; 

(d) Umsetzung von 3-Cyanophenylalanin mit einer quaternaren 
Ammoniumhydroxidverbindung zu einem 3-Cyanophenylalanin- 
ammoniumsalz und dessen anschlieBende Umsetzung mit einem 
gegebenenfalls substituierten Phenylsulfonylhalogenid, insbesondere 
einem TIPPS-halogenid; 

(e) Umsetzung von 3-Cyanophenylalanin mit einer Trialkylsilanverbin- 
dung zu einem 3-Cyanophenylalanintrialkylsilylester und dessen 
anschlieBende Umsetzung mit einem gegebenenfalls substituierten 
Phenylsulfonylhalogenid. 

Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung von 3-Amidino- oder 3- 
Guanidinophenylalanin abgeleitete neue Urokinase-lnhibitoren der allgemei- 
nen Formel I, 
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X 




(I) 



die als Racemate sowie als L- bzw. D-konfigurierte Verbindungen vorliegen 
und in denen 

X eine Amidino- oder Guanidinogruppe ist, 
R 1 eine Gruppe der Formel 



darstellt, in welcher R 4 

(i) einen gegebenenfalls z.B. mit Cj-Ce-Alkyl, C^^-Alkoxy, 
Hydroxyl, Carboxyl, Sulfonyl, Nitro, Cyano, Oxo oder/und 
Halogen substituierten CVC 6 -A!kylrest, wie z.B. Ethoxy- 
carbonyl, oder Arylrest, wie z.B. Phenyl, p-Halogenphenyl, 
Naphthyl, 

(ii) einen gesattigten oder ungesattigten, verzweigten oder unver- 
zweigten CVCVAIkoxyrest oder 

(iii) einen gegebenenfalls z.B. mit C r C 6 -Alkyl, C 1 -C 3 «Alkpxy f 
Hydroxy!, Carboxyl, Sulfonyl, Nitro, Cyano, Oxo oder/und 
Halogen substituierten Phenoxy- bzw. Benzyloxycarbonylrest 
bedeutet, 



- N 
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R 2 einen gegebenenfalls z.B. mit C r C 6 -Alkyl, C r C 3 -Alkoxy, Hydroxy!, 
Carboxyl, Sulfonyl, Nitro, Cyano, Oxo oder/und Halogen substituier- 
ten Phenylrest, wie beispielsweise Phenyl, 4-Methyl-phenyl, 2,4,6- 
Trimethyl-phenyl, 2,4,6-TriisopropyI-phenyl, 4-Methoxy-2,3,6-tri- 
methyl-phenyl darstellt, 

R 3 H oder verzweigtes bzw. unverzweigtes C^C^AIkyl ist und n 0 oder 
1 bedeutet, 

Z N oder CR 9 bedeutet, wobei R 9 H oder verzweigtes oder unver- 
zweigtes CVC^AIkyl ist, sowie deren Herstellung. 

Die Verbindungen konnen auch als Salze, vorzugsweise als physiologisch 
vertragliche Sauresalze, z.B. als Salze von Mineralsauren, besonders bevor- 
zugt als Hydrochloride, oder als Salze von geeigneten organischen Sauren 
vorliegen. 

Von den in den allgemeinen Anspruchen definierten Verbindungen sind 
solche, bei denen R 2 einen einfach, zweifach oderdreifach alkylsubstituier- 
ten Phenylrest, insbesondere einen 2,4,6-substituierten Phenylrest, z.B. 
einen 2,4,6-Triisopropylphenyl-Rest darstellt, und n = 0 ist, von besonde- 
rer Bedeutung. Weiterhin bevorzugt sind Verbindungen, bei denen Z CH 
ist. 

Besonders bevorzugt handelt es sich bei der Verbindung der Formel (I) um 
Na-(2,4,6-Triisopropyl-phenylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanin-4- 
ethoxycarbonyl-piperazid, Na-(2,4,6-Triisopropyl-phenylsulfonyl)-3- 
guanidino-(D,L)-phenylalanin-4-ethoxycarbonyl-piperazid,umdieL-Enantio- 
meren davon oder um pharmazeutisch vertragliche Salze dieser Verbindun- 
gen. 
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In MaBnahme (a) wird vorzugsweise ein N-Acyl-geschutzter Aminomalon- 
saurediester, insbesondere ein N-Acetyl-geschutzter Amino-malonsauredi- 
ester, wie etwa Acetamido-malonsaurediethylester, verwendet. Die Ver- 
wendung des Acetyl-geschatzten Diesters ist bevorzugt, da das entspre- 
chende Acetylphenylalanin in der weiteren Synthese in isomerenreine 
Zwischenprodukte uberfuhrt werden kann. Die Ausgangsmaterialien 3- 
Cyanobenzylbromid sowie der N-geschutzte Aminomalonsaurediester sind 
kommerziell erhaltlich und konnen in hoher Ausbeute zu einem N-geschutz- 
ten 3-Cyanophenylalanin umgesetzt werden. 

GemaB MaBnahme (b) erfolgt die Aufarbeitung des Reaktionsprodukts von 
3-Cyanophenylalanin, insbesondere von (L)-3-Cyanophenylalanin, und 
einem gegebenenfalls ein- oder mehrfach substituierten, z.B. einem sterisch 
gehinderten Phenylsulfonyl-halogenid, insbesondere TIPPS-CI, in einem 
wassrigen Medium, vorzugsweise in Wasser. Das erwunschte Produkt wird 
in 95 %iger oder noch hoherer Reinheit ohne chromatografische Trennung 
erhalten. Oberraschenderweise gelingt auf einfache Weise eine im wesentli- 
chen qualitative Abtrennung des unerwunschten Phenylsulfonyl-hydroxids, 
insbesondere TIPPS-OH. 

Geeignete Substituenten am Phenylsulfonylhalogenid sind z.B. ein oder 
mehrere C r C 6 -, insbesondere C r C 3 -Alkylreste, welche wiederum ein- oder 
mehrfach z.B. mit Halogen substituiert sein konnen (z.B. Trichlormethyl, 
Trifluormethyl), C r C 6 -Alkoxyresteoder/undHalogene. Besondersbevorzugt 
sind Triisopropylphenylsulfonylchlorid sowie 4-Methylphenylsulfonyl- 
halogenide, 4-Methoxyphenylsulfonylhalogenide, 4-Methoxy-2 / 3 / 6-trime- 
thylphenylsulfonylhalogenide^^-Dimethyl-S-methoxyphenylsulfonylhalo- 
genide, Trimethylphenylsulfonylhalogenide, Trichlormethylphenylsulfonylha- 
logenide und Trifluormethylphenyisulfonylhalogenide. 

GemaB MaBnahme (c) wird 3-Cyanophenylalanin, insbesondere das (U-3- 
Cyanophenylalanin, zu einem N-geschutzten Derivat, z.B. einem tBOC 
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geschutzten Derivat, umgesetzt. AnschlieBend erfolgt die Reaktion mit 
einem Piperazin-Derivat, z.B. Ethoxycarbonylpiperazid, unter Bildung eines 
N-geschutzten 3-Cyanophenylalanin-piperazids. Dieses Produkt wird nach 
Abspaltung der Schutzgruppe anschlie&end mit einem gegebenenfalls 
substituierten, z.B, einem sterisch gehinderten Phenylsulfonylhalogenid, 
insbesonders TIPPS-CI, umgesetzt- Diese Reaktion verlauft nicht Qber die 
Bildung des Nebenprodukts TIPPS-OH und bedarf daher keiner zusatzlichen 
Reinigungsschritte des gewunschten Produkts. 

GemaS MaBnahme (d) wird 3-Cyanophenylalanin, insbesondere (U-3- 
Cyanophenylalanin mit einer quaternaren Ammoniumhydroxidverbindung, 
wie etwa Benzyltrimethylammoniumhydroxid (Triton B), zu einem 3-Cyano- 
phenylalanin-ammoniumsalz umgesetzt. Dieses Produkt wird anschlieBend 
mit einem gegebenenfalls substituierten, z.B. einem sterisch gehinderten 
Phenylsulfonylhalogenid, insbesondere TIPPS-CI, ohne nennenswerte 
Bildung des Nebenprodukts TIPPS-OH zum gewunschten Produkt TIPPS-3- 
Cyanophenylalanin reagiert. Bevorzugte Phenylsulfonylhalogenide sind die 
oben unter Mafcnahme (b) angegebenen. 

GemaS MaSnahme (e) wird 3-Cyanophenylalanin, insbesondere (L)-3- 
Cyanophenylalanin zunachst mit einer Trialkylsilanverbindung umgesetzt. 
AIs Trialkylsilanverbindung werden bevorzugt Verbindungen eingesetzt, in 
denen die Alkylreste gleich oder verschieden sind und jeweils 1 bis 20, 
bevorzugt 1 bis 4 Kohlenstoffatome aufweisen. Besonders bevorzugt wird 
Trimethylsilan verwendet. Die Umsetzung erfolgt vorteilhafterweise in 
einem wasserfreien Losungsmittel, beispielsweise in Dichlormethan. Die 
freie Aminosaure 3-Cyanopheny!alanin wird bevorzugt mit einem Ober- 
schuss an Trialkylsilanverbindung, beispielsweise 2 bis 4, insbesondere 2 f 5 
bis 3 Equivalenten davon im Losungsmittel, beispielsweise in Dichlor- 
methan, suspendiert. Dabei bildet sich intermediar der wasserempfindliche 
Trialkylsilylester, beispielsweise der Trimethylsilylester, als Schutz vor 
Dimerisierung und durch die gleichzeitige Silylierung der Aminogruppe wird 
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die Nucleophilie erhdht, wodurch die anschlie&ende Reaktion mit einem 
gegebenenfalls substituierten Phenylsulfonylhalogenid beschleunigt wird. 
Bevorzugte Phenylsulfonylhalogenide sind die oben unter MaSnahme (3)b 
angegebenen. Der als Zwischenprodukt gebildete 3-Cyanophenylalanin- 
trialkylsilylester wird dann mit einem gegebenenfalls substituierten Phenyl- 
sulfonylhalogenid, insbesondere mit Triisopropylphenylsulfonylchlorid 
(TIPPS-CI) zum gewunschten Produkt TIPPS-3-Cyanophenylaianin umge- 
setzt. Bei dieser Umsetzung wird vorteilhafterweise eine Base, beispiels- 
weise Diisopropylethylamin (DIPEA) zugesetzt. Bei dieser Reaktion kann 
das gewunschte Produkt in hoher Ausbeute und in hoher Reinheit erhalten 
werden. 

Weiterhin soil die Erfindung durch die nachfolgenden Abbildungen und 
Beispiele erlautert werden: 

Abbildung 1 zeigt eine erste Ausfuhrungsform des erfindungsgemaSen 
Verfahrens, umfassend die Verwendung von MaSnahme (a), d.h. Ver- 
wendung von 3-Cyanobenzylbromid und Acetamidomalonsaurediethyl-ester 
als Ausgangsmaterialien. Der Reaktionsansatz bei der Umsetzung von (L)-3- 
Cyanophenylalanin und TIPPS-CI kann in wassrigem Medium (MaSnahme 
(b)) aufgearbeitet werden. 

Abbildung 2 zeigt eine weitere Ausfuhrungsform des erfindungsgemafcen 
Verfahrens gemaS MaBnahme (c). Eine Losung von (L)-3-Cyanophenyl- 
alanin wird unter Schotten-Baumann-Bedingungen mit Pyrokohlensaure-di- 
ferf-butylester (BOC 2 0) umgesetzt, um die entsprechende BOC-geschutzte 
Aminosaure (BOC-L-Phe(3-CN)-OH zu erhalten. Diese wird mit N-Ethoxy- 
carbonylpiperazin und einem geeigneten Kupplungsreagens (etwa DCC, 
HBTU, PyBOP oder anderen in der Peptidchemie ublicherweise eingesetzten 
Reagenzien) zum korrespondierenden Amid BOC-L-Phe(3-CN)-Pip-COOEt 
umgesetzt. Durch Losen der Verbindung in starken Sauren (z.B. Trifluor- 
essigsaure, HCI-Gas in Dioxan oder Methanol) wird die BOC-Schutzgruppe 
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vom Molekul abgespalten. Die dadurch entstandene freie Aminogruppe 
lasst sich unter Zusatz von organischen Basen (z.B. Triethylamin oder 
Diisopropylethylamin) in einem wasserfreien Losungsmittel mitTriisopropyl- 
phenylsulfonylchlorid (TIPPS-CI) zum entsprechenden Sulfonamid TIPPS-L- 
Phe(3-CN)-Pip-COOEt umsetzen. Der Vorteil dieser Reaktionssequenz ist, 
dass die Umsetzung mit TIPPS-CI unter wasserfreien Bedingungen durch- 
gefuhrt werden kann, wodurch keine Hydrolyse des Sulfonylchlorids zur 
Sulfonsaure auftritt. Durch vorangegangene Reaktion der feien Carbon- 
saurefunktion von BOC-L-Phe(3-CN)-OH mit dem Piperazin treten auch 
keine Nebenreaktionen, wie Polymerisierung der Aminosaure durch Aktivie- 
rung der Carbonsaure mittels des Sulfonylchlorids, auf . Hierdurch wird die 
Aufarbeitung der Verbindungen enorm vereinfacht, was die benotigten zwei 
zusatzlichen Reaktionsschritte (Umsetzung mit BOC 2 0 und spatere Abspal- 
tung der BOC-Schutzgruppe durch Saure) rechtfertigt. 

Abbildung 3 zeigt eine weitere Ausfuhrungsforrn des erfindungsgemaBen 
Verfahrens gemaB MalSnahme (d). Die freie Aminosaure L-3CN-Phe wird 
zusammen mit einem Aquivalent einer Ammoniumhydroxidverbindung, z.B. 
Benzyltrimethylammoniumhydroxid, in Methanol gelost und das Losungs- 
mittel anschlieRend im Vakuum abgezogen. Zur Entfernung von entstande- 
nem Wasser wird mit Toluol nachrotiert, da Wasser mit Toluol ein Azeotrop 
bildet. Das resultierende farblose Ol ist anschlieBend in Dichlormethan 
loslich. In diesem oder einem anderen geeigneten Losungsmittel verlauft die 
Reaktion mit TIPPS-CI (langsame Zugabe unter Kuhlung) unter Zusatz eines 
tertiaren Amins, z.B. Diisopropylethylamin, quantitativ ohne nennenswerte 
Nebenreaktionen innerhalb weniger Stunden. Nach Abziehen des Losungs- 
mittels wird das Rohprodukt in Ethylacetat gelost, sauer und neutral gewa- 
schen, die organische Phase getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum 
abgezogen. Das Produkt wird aus Ether im Vakuum aufgeschaumt und 
getrocknet. 
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Abbildung 4 zeigt eine weitere Ausfuhrungsform des erfindungsgemaSen 
Verfahrens gemafc MaBnahme (e). Die freie Aminosaure L-3-CN-Phe wird 
zusammen mit einem Uberschuss an Trimethylsilan in Dichlormethan sus- 
pendiert und fur 1,5 Stunden unter Ruhren refluxiert. Dadurch bildet sich 
intermediar der aufcerst wasserempfindliche Trimethylsilylester als Schutz 
vor Dimerisierung. Durch die gleichzeitige Silylierung der Aminogruppe wird 
die Nucleophilie erhoht, was die folgende Reaktion mit TIPPS-CI beschleu- 
nigt. Anschlie&end wird die Reaktionslosung im Eisbad gekuhlt und DIPEA 
als Base zugegeben. TIPPS-CI kann ohne besondere Vorkehrungen (z.B. ist 
kein Losen Oder Zutropfen notig) auf ein Mai zugegeben werden. Die 
Reaktionslosung wird 30 Minuten bei 0 °C und dann 1 bis 2 Stunden bei 
Raumtemperatur geruhrt. Das Losungsmittel kann anschlieSend im Vakuum 
abgezogen werden. Der Ruckstand wird 5 Minuten in Wasser geruhrt, urn 
den Silylester abzuspalten und dann zwischen 10 ml Ethylacetat + 30 ml 
Ether und 5 % KHS0 4 verteilt. Die organische Phase wird zwei Mai sauer 
und zwei Mai mit destilliertem Wasser gewaschen, getrocknet und das 
Losungsmittel im Vakuum abgezogen. Es wurde ein Mai mit wenig Toluol 
nachrotiert und das 01 im Vakuum getrocknet. Das Ol wurde mit 20 ml 
Petrolether versetzt und kurz im Ultraschallbad behandelt, wobei das Pro- 
dukt auskristallisiert. Das Produkt wurde abfiltriert, mit Petrolether gewa- 
schen und anschlie&end im Vakuum getrocknet. Die Ausbeute betrug 84 % 
weiBes, kristallines Pulver. Die Reinheit gemessen mit HPLC bei 220 nm 
betrug 80 %. 
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Anspruche 

Verfahren zur Herstellung von 3-Amidino- oder 3-Guanidinophenyl- 
alanin-Derivaten, umfassend eine oder mehrere der folgenden MaB- 
nahmen: 

(a) Verwendung von 3-Cyanobenzylbromid als Ausgangsmaterial, 
das mit einem N-geschutzten Aminomalonsaurediester zu 
einem N-geschutzten Cyanophenylalanin umgesetzt wird; 

(b) Aufarbeitung des Produkts aus der Reaktion von 3-Cyano- 
phenylalanin und einem gegebenenfalls substituierten Phenyl- 
sulf ony lhalogenid, insbesondere 2, 4, 6-Triisopropyl-phenyl- 
sulfonyl (TlPPS)-halogenid, in einem wassrigen Medium; 

(c) Umsetzung eines N-geschutzten 3-Cyanophenylalanins mit 
einem Piperazinderivat unter Bildung eines N-geschutzten 3- 
Cyanophenylalanin-piperazids und dessen anschlieSende Um- 
setzung mit einem gegebenenfalls substituierten Phenyl- 
sulfonylhalogenid, insbesondere einem TIPPS-halogenid; 

(d) Umsetzung von 3-Cyanophenylalanin mit einer quaternaren 
Ammoniumhydroxidverbindung zu einem 3-Cyanophenyl- 
alanin-ammoniumsalz und dessen anschliefcende Umsetzung 
mit einem gegebenenfalls substituierten Phenylsulfonyl-halo- 
genid, insbesondere einem TIPPS-Halogenid oder/und 

(e) Umsetzung von 3-Cyanophenylalanin mit einer Trialkylsilan- 
verbindung zu einem 3-Cyanophenylalanintrialkylsilylester und 
dessen anschlie&ende Umsetzung mit einem gegebenenfalls 
substituierten Phenylsulfonylhalogenid. 

Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, i 
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dass man in MaBnahme (a) einen N-Acyl-geschutzten Aminomalon- 
saurediester, insbesondere einen Acetamidomalonsaurediester ver- 
wendet. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man in MafSnahme (b), (c), (d) oder (e) TIPPS-CI verwendet. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man in MaBnahme (c) als Piperazinderivat N-Ethoxycarbonyl- 
piperazin verwendet. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 
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phenylsulfonyl)-3-guanidino-(D,L)-phenylalanin-4-ethoxycarbonyl- 
piperazid oder die L-Enantiomeren davon herstellt. 
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